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拡大しており、2008 年から 2018 年までの年平均成長率は 11%、2012 年から 2018 年までの
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査法の研究開発が取り組まれている 10),11), 14)~17)。 
迅速検査法の大きな種類としては、①遺伝学的検査法(PCR(Polymerase Chain Reaction)法、
DNA 塩基配列解析法、LAMP(Loop-Mediated Isothermal Amplification)法、等）や、②免疫学
的検査法(イムノクロマト法、酵素免疫測定法:ELISA(Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay)
法、ラッテクス凝集法、等)があり、③その他にも、フローサイトメトリーや FISH(Fluorescence 
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V 値=5 (λ/n)3 








V 値=1.2 (λ/n)3 




V 値=1,690 μm3 
微小球型 9) 
Q 値=8×109 









V 値=1.7 (λ/n)3 






共振器から散逸するエネルギー(Eout)とすると、Q 値は(2.1)式で表すことができる 12)。 
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ܳ ൌ ఠబாா೚ೠ೟ ・・・(2.1) 
 





















(Whispering Gallery Mode: 以後、WGM)と呼ばれる。また、共振波長は球径や屈折率に依存
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が、球外部へ漏れ出す割合も大きくなるため、球内部へ閉じ込められる電磁場エネルギー(Q
値)は減少するようにみえる 17),18)。 
図 2-3 は FP 共振器内部の伝播モードを、微小球共振器の WGM と概念的に比較した図を
示している。図 2-3(a)の共振器内部に存在するモードの電磁界分布は、モード(N)が大きく























(a) ファブリ・ペロー共振器の伝播モード         (b) 微小球共振器の WGM 
 
図 2-3 微小球のオーダーナンバー(s)の概念図 
 
 
一つの n と s の組に対し偏光の自由度を反映して、磁界型(電界が球接線方向 Transverse 












S 低次 染み出し:小 
染み出し:大 S 高次 
染み出し:小 
染み出し:大 
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微小球の WGM による散乱光スペクトルの共振ピークは、電界ベクトルがモードの周回
面に垂直な成分(図 2-4 の電界が動径方向に垂直な成分)をもつ TEn,s モードと、磁界ベクト
ルが周回面に垂直な成分(図 2-4 の磁界が動径方向に垂直)をもつ TMn,s モードの励起によっ
て生ずる 19)。n が十分大きな時には TEn,s と TEn+1,s の波長間隔 Δλ は n によらず一定の値と
なり、(2.5)式で表すことができる。 
 









(2.5)式は、同じオーダー数の TE 及び TM モードが、ほぼ一定の波長間隔で現れることを示
唆する。微小光共振器の Q 値は、微小球の内外の屈折率比とサイズパラメーターにより制
限されており、例えば、屈折率 1.58 の材料による直径 10μm の微小球を水中に入れた場合
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次に、図 2-5 に示すように、微小球表面に物質が付着し、等価的にサイズや屈折率が変化
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用した微小球の WGM 励起を採用した 17), 22)。エバネセント光は、図 2-6 に示すように、屈
折率 n1の物質 1 と n2の物質 2(n2＞n1)において、光が物質 2 から物質 1 へ臨界角以上の角度
(θc)で入射し、全反射が起きた場合に、物質 1 側の境界面に染み出す波である。境界面方向
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図 2-6 全反射で発生するエバネセント光 
 
 














図 2-7 入射光による微小球の散乱 
 
 
図 2-7 は、均一な媒質(Ⅰ)から媒質(Ⅱ)の微小球(半径 a)に入射された光が散乱した状態を
模式的に表している。散乱場を取り扱うには極座標(r、θ、φ)が便利なため、極座標表示され
た微小球外側の完全誘電体の媒質中において、電場(E)と磁場(H)を用い、散乱光のポインテ
ィングベクトル(I(scat))は、(2.10)式のように表すことができる 17), 24)。 
 
ܫሺ௦௖௔௧ሻ ൌ ଵଶ ׬ ݎଶ
గ
଴ sin ߠ ݀ߠ ׬ ݀ߔ
ଶగ
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௞ሺⅠሻమ 	・	2∑ ሺ2݊ ൅ 1ሻ௡ ሺ|ܽ௡|ଶ ൅ |ܾ௡|ଶሻ  
ൌ ටఓሺⅠሻఌሺⅠሻ
గ








ቚܧ௫ሺ௜௡ሻቚ ൌ 1とすると、(2.11)式のようになる。 
 








Ｃ௦௖௔௧ ≡ ܫሺ௦௖௔௧ሻ/ܫሺ௜௡ሻ 





Ｑ௦௖௔௧ ൌ Ｃ௦௖௔௧/πܽଶ 
ൌ ଶ
ቀ௞ሺⅠሻ௔ቁమ






Ｑ௘௫௧ ൌ Ｑ௦௖௔௧ ൅Ｑ௔௕௦ ・・・(2.14) 
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2.3 バイオセンサー 
 
2.3.1 バイオ分析 25) 
 
バイオ分析は、DNA を調べるゲノム解析や遺伝子の発現を mRNA レベルで調べるトラン
スクリプトームなど、医療分野をはじめ、化学、環境、農林水産、食品など幅広く応用され
ている。 




























体の大きさ(直径、約数 nm~数十 nm)と比較しても非常に小さく、結合部位の直径は 1~2nm
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程度である。図 2-8 に示すように、イムノグログリン G(IgG)抗体の構造は、基本的に抗体の
立体構造は同じで、枝のつけ根や幹の「定常領域: Fc」は殆ど同じである。異なるのは枝の














図 2-8 イムノグログリン G(IgG)抗体の構造 
 
 







図 2-9 に示すように、支持体に抗体を固定化する方法として、a) 物理的吸着法、b) イオ







a) 物理的吸着法、   b) イオン結合法、   c) 共有結合法、    d) 特異的結合法 
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ௗ௧ ൌ ݇ᇱ௢௡ܥ௙௥௘௘ܣ௙௥௘௘ െ ݇ᇱ௢௙௙ܺ ・・・(2.17) 
 
ここで、抗原との結合に有効な全抗体濃度を C、溶液中の全抗原濃度を A とすると、 
それぞれ(2.18)式と(2.19)式のように表すことができる。 
 
C ൌ ܥ௙௥௘௘ ൅ ܺ ・・・(2.18) 
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݀ܺ
݀ݐ ൌ ݇
ᇱ௢௡ሺܥ െ ܺሻሺܣ െ ܺሻ െ ݇ᇱ௢௙௙ܺ 
ൌ ݇ᇱ௢௡ܺଶ 	െ ݇ᇱ௢௡ ቀܥ ൅ ܣ ൅ ௞
ᇲ೚೑೑
௞ᇲ೚೙ ቁ ܺ ൅ ݇
ᇱ௢௡ܥܣ ・・・(2.20) 
 
さらには、݌ ൌ ܥ ൅ ܣ ൅ ௞ᇲ೚೑೑௞ᇲ೚೙、q ൌ ܥܣとし、時間変化(t)による抗原抗体の複合体濃度(X)を




଴ ൌ ݇ᇱ௢௡ ׬ ݀ݐ
௧
଴  ・・・(2.21) 
 
(2.21)式の被積分関数の分母にあるܺଶ െ ݌ܺ ൅ ݍは、判別式D ൌ ݌ଶ െ 4ݍ ൐ 0であるので、解の
公式より、方程式ܺଶ െ ݌ܺ ൅ ݍ ൌ 0に対する αと βの解が与えられる。 
 
ߙ ൌ ௣ା√஽ଶ  ・・・(2.22) 
ߚ ൌ ௣ି√஽ଶ  ・・・(2.23) 
 
(2.22)式と(2.23)式より、α െ ߚ ൌ √ܦ となるため、(2.21)式は(2.24)式のように展開できる。









଴ ݀ܺ ൌ ݇ᇱ௢௡ ׬ ݀ݐ
௧
଴   
1




ൌ ݇ᇱ௢௡ሾݐሿ଴௧  
ln ൜൬ܺ െ ߙܺ െ ߚ൰ ∙
ߚ
ߙൠ ൌ ܽ ∙ ݇
ᇱ௢௡ݐ 
ߚሺܺ െ ߙሻ ൌ ߙሺܺ െ ߚሻ ∙ ݁௔∙௞ᇲ೚೙௧ 





ఉିఈ௘ೌ∙ೖᇲ೚೙೟  ・・・(2.25) 
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図 3-1(a)は、Mie 理論に基づいたシリカ微小球(以下、SiO2 微小球)における散乱断面積の
解析解である。微小球の直径(D)と屈折率(n)は 10μm と 1.40、周囲媒質は空気の屈折率(nair=1)









TM 偏光のみに微小球表面を周回する WGM を確認することができた。このため、共振ピー
ク波長では、それぞれの偏光に対応する WGM が励起されていることがわかる。 
第 3 章 微小球プローブの作製および評価 
- 25 - 
 
















図 3-2 微小球径を比較した散乱断面積スペクトル(空気中) 
 
 
























































(b) (c) (a) 
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図 3-3 は周囲溶媒が水(nwater=1.33)における、微小球の屈折率(n)が異なる散乱断面積スペク
トルを示している。ここで、微小球の直径(D)は 10μm である。微小球の屈折率を n=1.40 と
すると、図 3-1 に示すように、空気中(nair=1.0)では周期的な WGM の波形を確認できるが、
図 3-3 に示すように、溶液中(水、nwater=1.33)になると、WGM の波形を確認することができ
なくなる。一方、微小球の屈折率を n=1.50 に増加すると、WGM 励起に対応するブロード
で周期的な波形が確認され、さらには、微小球の屈折率を n=1.6 まで増加すると、周期的で
鋭い共振ピークを確認することができる。 
このため、本研究では屈折率が n≈1.4 の SiO2微小球は、溶液中で WGM を確認することが












する必要がある。本研究では、micromod Partikeltechnologie 社(ドイツ)から、蛍光 PS 微小球
(micromer-redF、#30-02-104)と PS 微小球(micromer、#01-02-104)を購入した。微小球の直径
は 10μm(CV 値<10%)であり、球表面はカルボキシル基(-COOH) により修飾されている。蛍
光微小球の蛍光励起スペクトルは552nm付近にピークがあり、発光スペクトルは波長580nm
が最大となり、半値幅 40nm 程度のブロードな波形となる。 
また、PS 微小球に固定化する Rabbit IgG 由来の抗体(anti-β-Galactosidase)は㈱医学生物学
研究所、PS 微小球と抗体(anti-β-Galactosidase)を結合するカップリング材(Polylink Protein 
Coupling Kit)は Polysciences 社(USA)、抗原抗体反応に使用する大腸菌由来の酵素(β-D-
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図 3-4 は、分散した単一 PS 微小球と抗体(anti-β-Galactosidase)を固定化する反応過程を示
す。固定化は 1.5ml のエッペンチューブ内で反応させる。 
 
図 3-4 PS 微小球表面への抗体の固定化方法 
 







第 3 章 微小球プローブの作製および評価 

















図 3-5 微小球プローブの吸光度測定評価 
 
 
図 3-6 に示すように、吸光度(Absorbance)は、ランベルト･ベールの法則（Lambert-Beer’s 
low）により、光の透過と溶液中の物質濃度の関係より決定される数値である 4)。 
 
吸光度(A) ൌ logଵ଴ ቀூబூ ቁ ൌ ε	l	c・・・(3.1) 
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光度計(㈱島津製作所、UV-1200)で測定する。セル厚み(l)が 1cm で吸収ピークが 280nm の場
合、タンパク質溶液の吸光度(A)は 1、タンパク質濃度(c)は約 1 mg/mL となるため 5)、吸光
度(A)とタンパク質濃度(c)には(3.2)式の関係が成り立つ。 
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以上である。さらには、同様の固定化方法で反応時間を 17.5 時間と長くすると、反応後の
吸収度(A280)は 0.069、抗体濃度(固定化しなかった抗体溶液)は 1.035(μg/μL)となる。よって、
微小球表面に固定化した抗体濃度は 1.005(μg/μL)となり、固定化比率は 49.2%である。 
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図 4-1 蛍光微小球の光学測定システム 
分光器
フィルタ 
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一方、図 4-2 に示すように、「通常の微小球」では光源に Technology 社(USA)の白色光源
(Energetiq、LDLS-EQ99、170 - 2100nm)を使用し、シグマ光機㈱の偏光子(グラントムソンプ
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とは非常に難しい。このため、次項から述べる微小球の励起方法と観測手法を用いることで













(θ)を 50°以上に調整した 1),2)。 
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ܹܴ ൌ 0.61 ఒே஺ ・・・(4.1) 
 
ここで、λ=532nm、NA=1.25 を代入すると、スポット径(2WR)は約 0.52μm と計算できるが、
全反射光(右) 
図 4-6 対物レンズの入射光位置による透過像 
辺縁部入射 
入射光(左) 入射光 
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S/N 比率が向上し、明瞭な WGM のピーク波形を検出することが可能となった。 
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図 4-9 2 灯ライトガイドによる暗視野観測 
 
 
微小球の観察には、GOKO カメラ㈱の顕微鏡用 USB デジタルカメラシステム(SCORP-ON-
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必要がある。そこで、図 4-11 に示すように、4.2.3 項で述べた先鋭化した受光ファイバー(先
端直径≈11μｍ)を、微小球に近接する受光ファイバー方式と、㈱ニコンの長距離作動用の対
物レンズ(CF IC EPI Plan SLWD 50×A、WD=13.8mm)で受光する対物レンズ方式を検証した。 
 
 
図 4-11 散乱光の受光方式 
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図 4-13 対物レンズ方式による蛍光スペクトル 
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図 4-15 カバーグラスで封止した蛍光スペクトル 
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5.2 微小球の励起位置による WGM スペクトル評価 1) 
 






       
図 5-1 表面が損傷した微小球の散乱光状態 
 
 
図 5-2 と図 5-3 は、空気中における PS 微小球の入射位置のモデル図と、それに対応する
散乱光スペクトルを示す。図 5-2(a)と(c)に示すように、全反射減衰配置によって発生したエ
バネセント光は、カバーグラス表面から空気側へ染み出す。そして、-X 方向の運動量をも
ったエバネセント光が、PS 微小球表面と相互作用し、XZ 平面を時計回りに周回する WGM
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ペクトルを確認することができる。また、図 5-3(a)と(c)の WGM を比較すると、図 5-2(a)の
端面入射(+X)の方が、図 5-2(c)の端面入射(-X)よりも共振ピーク波長が明確であるため、S/N
比率が高い。これは、図 5-2(a)の方が PS 微小球と相互作用するエバネセント光の伝搬距離
が長いため、WGM が励起しやすいと考えられる。 
一方、図 5-2(b)に示すように、PS 微小球の中心を励起すると、エバネセント光はカバーグ
ラス表面から空気中ではなく PS 微小球の内部へ直接染み出す。このため、PS 微小球の内部
に染み出したエバネセント光は、球表面を伝播せずに球中心側へ屈折し、その後、通常の透





(a) 端面入射(+X)   (b) 中心入射   (c) 端面入射(-X) 




(a) 端面入射(+X)   (b) 中心入射    (c) 端面入射(-X) 
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本実験で使用した蛍光 PS 微小球(直径 10μm、屈折率 1.59)は、蛍光色素にローダミン B 誘
導体がドープされており、励起中心波長の 552nm に対し蛍光中心波長は 580nm である。純
水中において、カバーグラスに置かれた単一の PS 蛍光微小球を 532nm のレーザーで励起す
ると、図 5-4 で示すように、中心波長 583.5nm、半値幅 560~610nm の蛍光スペクトルを取得
した。 
さらには、単一の蛍光 PS 微小球に励起波長 532nm の TM 偏光のエバネセント光を作用








図 5-5 エバネセント励起における蛍光ピーク 
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図 5-6 は、Mie 理論による散乱断面積の計算結果を示す。蛍光 PS 微小球の直径(Ds)と屈折
率(ns)は 10μm と 1.55、周囲媒質の屈折率(nw)は水の 1.33 を設定しているが、基板の影響は
考慮していない。通常、PS 微小球の屈折率は 1.59 であるが、Francois や Himmelhaus 等が
報告したドープされた蛍光 PS 微小球の屈折率を参考に 1.55 を設定している 2),3)。計算の結
果、散乱断面積の TM 偏光に対応する共振ピーク波長の間隔は、570~610nm の波長域にお
いて 7.1~7.7nm となり、図 5-5 の実験で取得した蛍光ピークの波長間隔と波長位置がほぼ一
致している。さらには、実験で取得したスペクトルピークの包絡線が最大となる波長と、計
算で得られたその波長を比較すると、585nm 付近でほぼ一致している。このため、図 5-5 で
取得した周期的な蛍光ピークは、微小球を周回する WGM に関係していることがわかる。 
 
 
図 5-6 Mie 理論における散乱断面積 
 
 






トが予想される。図 5-7 に示すように、実験では、第 4 章で構築したガラスベースディッシ
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ュのカバーグラスに、第 3 章で作製した抗体(anti-β-Galactosidase) が固定化した蛍光 PS 微
小球を配置した。その後、純水または、酵素溶液(β-Galactosidase、0.5mg/ml)を 100μl 滴下し、
15 分後に、TM 偏光で励起した蛍光スペクトルを取得した。 
 
 
図 5-7 微小球表面への付着における蛍光ピーク変化 
 
 






ークが 2 つにスプリットし、さらには、波長のシフトが起きているのを確認できる。 
 
 




に、図 5-9 で示すように、微小球の薄膜多層構造モデルを作成し、Mie 理論の散乱断面積と
比較を行った。図 5-6 と同様に、図 5-9(a)の微小球モデルの直径(Ds)と屈折率(ns)は 10μm と
1.55、周囲媒体の屈折率(nw)は 1.33 に設定した。これらの数値を使用し、図 5-9(b)と図 5-9(c)
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の散乱断面積の共振ピーク波長(理論値)が、図 5-8の蛍光ピーク(実験値)と一致するように、
微小球を被う薄膜の厚みと屈折率をフィッティングさせた。これらのフィッティングの結
果、図 5-9(b)の抗体層の厚みは 14nm、図 5-9(c)の抗原抗体層の厚みは 30nm となり、さらに
は、抗体層と抗原抗体層の屈折率は 1.50 と推定できた。また、抗体厚みは 14nm であったた
め、付着している抗原厚みは 16nm となった。 
  






応による球表面状態の変化が、微小球を周回する WGM の光路長の増加や 5)、周回方向の変
化に影響を与えていると考えられる 6),7)。しかし、図 5-8(c)のスプリット間隔(2.4~3.3nm)よ
り、微小球の増加分を計算すると酵素サイズは 35~60nm となり、Skalova 等が報告した 16nm
と一致しない 8)。また、微小球の周回方向を検証するには、同一球を様々な方向から励起し
散乱光スペクトルを取得する必要があるが、蛍光微小球の蛍光強度は色素の経時劣化に従
い減衰するため、同一の微小球において十分な光量と S/N 比率を維持した評価ができない。 
一方、図 5-8(c)で示した蛍光ピークのスプリットしたそれぞれの波長位置は、図 5-9 の散
乱断面積の TE 偏光と TM 偏光に対応した波長位置と類似している。TE 偏光と TM 偏光を
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得できる。このため、蛍光微小球では識別できなかった TE 偏光と TM 偏光の共振ピーク波
長を確認することができる。 
図 5-10 は、純水中における微小球の散乱光スペクトルを示す。●は TM 偏光、○は TE 偏
光の励起に対応した散乱光であるが、TE 偏光の共振ピーク波長は、TM 偏光の共振ピーク
波長より 2~3nm 長波長側に取得できる。 
 
 
図 5-10 純水中における PS 微小球の散乱光スペクトル 
 











○: TE 偏光 
●: TM 偏光 
(波長分解能: 1nm) 
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これらの共振ピーク波長は、微小球の WGM に起因したモードか確認するために、図 5-
11 の Mie 理論の散乱断面積によって検証した。 
図 5-11 は、純水中における PS 微小球の散乱断面積スペクトルを示す。PS 微小球の仕様と
一致するように直径(Ds)と屈折率(ns)を 10.04μm と 1.59 に設定し、周囲媒質の屈折率(nw)は




図 5-11 純水中における PS 微小球の散乱断面積 
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(a) 微小球のみ      (b)微小球に抗体が固定化 
 




図 5-13 は、PS 微小球表面の抗体の有無による散乱光スペクトルの違いを示している。●
は TM 偏光、○は TE 偏光で励起した散乱光スペクトルを示す。図 5-13(a)および(b)のそれ
ぞれの偏光の共振ピーク波長の間隔は 7~8nm であり、これらの周期的な共振ピーク波長の
位置は、微小球表面を周回する WGM に対応すると考えられる。また、図 5-13(a)と(b)を比
較すると、PS 微小球表面に抗体が固定化すると TE と TM 偏光の共振ピーク波長の位置が、




図 5-14 は、図 5-13 の PS 微小球の表面状態における散乱断面積スペクトルを示す。図 5-
13(a)と図 5-14(a)の共振ピーク波長をフィッティングさせると、PS 微小球の直径と屈折率は
10.04μm と 1.59、純水の屈折率は 1.33 と算出できる。これらの数値は使用した PS 微小球の
仕様と一致し、図 5-10 と図 5-11 で算出した PS 微小球と同じ値である。さらには、図 5-13(b)
と図 5-14(b)の共振ピーク波長をフィッティングさせると、PS 微小球表面に吸着している抗
体(anti-β-Galactosidase)の屈折率と厚みは、それぞれ 1.50 と 14nm と算出でき、これらの数値
は 5.3 節で述べた蛍光 PS 微小球で算出した抗体層の値とも一致する。 
これらの結果より、実験で取得した散乱光の周期的な共振ピーク波長は、微小球表面を
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図 5-15 に示すように、抗体(anti-β-Galactosidase)が固定化した PS 微小球において、抗原抗
体反応前後の散乱光スペクトルの変化に着目し、微小球の表面状態を検証した。測定配置は
5.3.2 項の蛍光微小球の場合と同様であり、抗体(anti-β-Galactosidase)が固定化した PS 微小球
に、純水または酵素溶液(β-Galactosidase、10μg/ml)を 100μl 滴下し、15 分後の散乱光スペク
トルを取得した。 
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(a) 微小球に抗体が固定化   (b)微小球に抗体と抗原が固定化 
 
図 5-15 抗原抗体反応前後における散乱光比較 
 
 
図 5-16 は抗原抗体反応前後の散乱光スペクトルを示している。●は TM 偏光、○は TE 偏
光で励起した散乱光スペクトルを示す。図 5-16(a)および(b)のそれぞれの偏光のピーク間隔
は 7~8nm であり、これらの周期的なピーク波長の位置は、微小球表面を周回する WGM に
対応すると考えられる。また、図 5-16(a)と(b)を比較すると、PS 微小球に抗原が固定化する





図 5-17 は、図 5-16 の PS 微小球の表面状態における散乱断面積スペクトルを示す。ここ
では、5.4.2 項で算出した数値を用い、PS 微小球の直径と屈折率は 10.04μm と 1.59、純水の
屈折率は 1.33 としている。図 5-16(b)と図 5-17(b)の共振ピーク波長をフィッティングさせる
と、PS微小球表面に吸着している抗原抗体層の屈折率と厚みは 1.50と 30nmと算出できた。
5.4.2 項より、抗体厚みは 14nm であったため、付着している抗原厚みは 16nm となる。これ
らの数値は、5.3 節で述べた蛍光 PS 微小球で算出した抗体層の厚みとも一致する。 
そこで、これらの数値の妥当性を検証するためにタンパク質の仕様と比較した。本研究で
1.5 と推定された抗体の屈折率は、Fan 等が算出したタンパク質の屈折率 1.59)、および、Voros
が算出したタンパク質の屈折率 1.3~1.610)と一致している。さらには、14nm と求められた抗
体厚みは、IgG 抗体の「Y」モデルを報告した Peace III 等の 7.3~15.9nm 11)、および、Tan 等
の 8.4~13.7nm 12)のサイズとも類似している。そのため、本研究で使用した PS微小球表面は、
抗体「Y」が単一層になって固定化されていると推測できる。さらには、16nm と求められ
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5.4.3 項で取得した WGM 散乱スペクトルは、反応させた酵素溶液(β-Galactosidase)の濃度
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共振ピーク波長のシフト量(Δλ)は、図 5-16(a)の矢印で示した TE 偏光励起に対する共振ピー
ク波長(λ=587nm)からの変化量を示すが、TM 偏光励起においても同様の特性が現れる。 
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表 5-1 は、指数関数的に増加する非線形曲線関数におけるフィッティング解析結果を示
す。反応する酵素濃度が 5μg/ml 以上になると、信頼度を示す決定係数(R2)が 0.82409~0.90133
と 1 に近づくことから、微小球表面で抗原抗体反応による複合体が形成されていることが





方限界は 5μg/ml であることがわかる。さらには、酵素濃度が 5μg/ml 以上の場合において、
共振ピーク波長のシフト量(Δλ)は 8 分で平衡状態に達するため、抗原抗体反応を判定する時

























y ൌ 0.51514 െ 0.61752 exp ൬െ ݔ െ 23.02431൰ 
y ൌ 0.72356 െ 0.83166	exp ൬െ ݔ െ 24.43374൰ 
y ൌ 1.30373 െ 1.40623	exp ൬െ ݔ െ 25.71311൰ 
y ൌ 1.72253 െ 1.85037	exp ൬െ ݔ െ 21.80574൰ 
y ൌ 2.20322 െ 1.0344	exp ൬െ ݔ െ 3.51.78805൰ 
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図 5-19 は、抗体が固定化した PS 微小球に酵素溶液(濃度:1~1000μg/ml)を滴下し、TE 偏光
励起によるWGM共振ピーク波長のシフト量(Δλ)を示す。シフト量(Δλ)は酵素溶液を滴下し、
20 分後に測定した値であり、5.4.3 項と同様の方法にて取得した。5.4.4 項より、抗原抗体反
応は 8 分で平衡状態となるため、20 分後のシフト量(Δλ)は、濃度変化のみに依存した変化
量である。また、それぞれの抗原抗体反応において、PS 微小球の表面状態にバラつきがあ
るため、WGM のシフト量(Δλ)はそれぞれの濃度ごとに 50 個の微小球を測定し、その平均
値で示した。 
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図 5-19 で示すように、WGM の共振ピーク波長のシフト量(Δλ)は、最大限で 4.5nm 長波長
側にシフトする。シフト量(Δλ)の増加は領域(1)~(2)で急速に増加し、領域(3)で飽和する傾向
























585.8 nm -1.0 nm 0 0 1.33 
586.8 nm 0 nm 14 nm 1.50 1.33 
587.9 nm 1.1 nm 30 nm 1.50 1.33 
588.3 nm 1.5 nm 30 nm 1.53 1.33 
588.8 nm 2.0 nm 30 nm 1.56 1.33 
589.6 nm 2.8 nm 30 nm 1.56 1.35 
590.1 nm 3.3 nm 30 nm 1.56 1.36 
590.6 nm 3.8 nm 30 nm 1.56 1.37 
591.1 nm 4.3 nm 30 nm 1.56 1.38 
 
 




抗体の屈折率が 1.50 から 1.56 まで増加していることがわかる。さらには、酵素濃度を濃く
すると、周囲溶液の屈折率が 1.33 から 1.38 まで増加していることがわかる。 
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領域(1)では、抗原抗体反応層の厚みと屈折率は 30nm と 1.50、周囲溶液の屈折率は 1.33
と算出できた。ここで、抗体と酵素の屈折率は同じ値(n=1.50)であった。抗原抗体層の厚み
(30nm)は、抗体(anti-β-Galactosidase)の厚み(14nm)を含んでいるため、酵素(β-Galactosidase)の
厚みは 16nm と算出でき、5.3.2 項と 5.4.3 節で算出した微小球と一致する。この厚み 16nm
は、Skalova 等が報告した β-Galactosidase の直径とも一致する 8)。 
領域(2)では、反応層の屈折率のみが変化し、抗原抗体層の屈折率は 1.50 から 1.56 へと増
加した。この屈折率は、Fan 等が算出したタンパク質の屈折率(1.5)9)や、Voros が算出したタ
ンパク質の屈折率(1.3~1.6)10)とも一致している。 
領域(3)では、周囲溶液の屈折率のみが変化し、周囲溶液の屈折率は 1.33 から 1.38 へと増
加した。Maier などはグルコース混合溶液の屈折率が、グルコース濃度の増加に比例すると
報告しており 17)、これらの関係からも溶液の屈折率は、酵素濃度によって増加することが






5.5 抗原抗体反応による散乱光ピークのスプリット評価 19) 
 




図 5-20 は、分光器のスリット幅を 800μm(波長分解能 2.0nm)に設定し、抗体を固定化した
PS 微小球(10μm)の散乱光スペクトルを示す。純水中の PS 微小球を無偏光で励起した散乱
光スペクトルは、波長分解能が低いために TE 偏光と TM 偏光がそれぞれ分離されず、一つ
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図 5-20 スリット幅が広い場合の散乱光スペクトル 
 
 
次に、図 5-21 は、スリット幅を 400μm(波長分解能 1.0nm)に設定し、図 5-20 と同一の微
小球に対する散乱光スペクトルを示す。抗体を固定化した PS 微小球を無偏光で励起した散
乱光スペクトルは、波長分解能が高いため、共振ピーク波長に TE 偏光と TM 偏光が分離し
て確認することができる。分離した共振ピーク波長を TE 偏光と TM 偏光のそれぞれの共振
ピーク波長と比較すると、ピークとなる波長の位置が一致しているのがわかる。このため、
5.3.2 項の蛍光 PS 微小球で取得した蛍光ピークのスプリット信号は、TE 偏光と TM の偏光
に対応した共振ピーク波長であることが予想される。 
 


























―: TE 偏光+TM 偏光 
○: TE 偏光 




―: TE 偏光+TM 偏光 
○: TE 偏光 
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一方、5.3.2 項の抗原抗体反応後の蛍光スペクトルは、TM 偏光で励起したにも関わらず、
TE 偏光に類似した散乱光ピークも同時に取得されている。同様に、図 5-22 の(1)に示すよう
に、白色光源で励起した抗原抗体反応後の PS 微小球の散乱光スペクトルでも、TE 偏光の
励起に対し、TM 偏光に類似した散乱光ピークが同時に取得されている。そこで、図 5-22 の
(2)と(3)に示すように、抗原抗体反応前の TM 偏光と TE 偏光のそれぞれの共振ピーク波長
を、抗原抗体反応後に分離した共振ピーク波長と比較するとほぼ一致した。このため、抗原




図 5-22 偏光に対応した共振ピーク波長 
 
 
図 5-23(a)および(b)は、PS 微小球(表面に抗体と抗原の吸着なし)を TE 偏光で励起し、微
小球を上面から見た励起位置(a)と、励起位置を変化させた時の散乱光スペクトル(b)を示す。
図 5-23(a)のスポット(1)では、PS 微小球は主に-X 方向の運動量をもち励起されるため、図
5-23(b)の(1)に示すように、XZ 平面を WGM が周回し、TE 偏光に対する共振ピーク波長が
取得された。 
次に、PS 微小球の励起位置を(1)から(3)に移動すると、TE 偏光と同時に TM 偏光にも対
応した共振ピーク波長が取得された。これは、微小球表面を周回する WGM が XZ 平面に対
して 0~45°傾いているために、TE 偏光と TM 偏光が同時に励起されたためと推測する。 
さらには、励起位置を(4)以上に移動していくと、TM 偏光に対応した共振ピーク波長が主
に取得された。これは、微小球表面を周回する WGM が YZ 平面に近づいていくために、
TM 偏光に対応した共振ピーク波長が主に取得されたと推測する。 
これらの結果より、抗原抗体反応後に観測された WGM の共振ピーク波長のスプリット
は、微小球を周回する WGM の方向が変化したことを意味する。 
 
(1): 抗原抗体反応後(TE 偏光) 
(2): 抗原抗体反応前(TM 偏光) 
(3): 抗原抗体反応前(TE 偏光) 
スリット幅: 400μm 
波長分解能: 1.0nm 
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図 5-23 微小球の励起位置に対応した偏光のピーク 
 
 
図 5-24 に示すように、微小球表面を周回する WGM の方向は、抗原抗体層の有無により
変化することが推測される。ここで、PS 微小球を励起する位置は、図 5-23(a)のスポット(1)
としている。 





が無い場合では、主に-X 方向に PS 微小球が励起され、XZ 平面を時計回りに周回する
WGM(1)の成分が、斜め方向を周回する WGM(2)よりも大きくなるため、散乱光(1)の共振ピ
ーク波長が主に取得されたと考えられる。 
一方、図 5-24(b)は、抗原抗体反応後の PS 微小球表面を周回する WGM の状態を示す。抗




























TE TE TE (b) 
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本章では、実験で検出した WGM の共振ピーク波長のシフトと、Mie 理論による散乱断面
積を比較することで、微小球を被う抗原抗体層の厚みと屈折率を光学的に評価することが
できた。抗体(anti-β-Galactosidase)と抗原(酵素:β-Galactosidase)は 1:1 で反応し、抗体と抗原の
厚みはそれぞれ 14nm と 16nm、抗原抗体の複合体の屈折率変化は 1.50~1.56 と算出できた。
また、共振ピーク波長のシフトに着目し、酵素濃度に対する抗原抗体反応の時間応答を検証
した結果、判定時間は 8 分、酵素濃度の下方検出限界は 5μg/ml であることがわかった。 
さらには、抗原抗体反応後に観測される共振ピーク波長のスプリットは、微小球を周回す
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第 3 章 微小球プローブの作製および評価 
本章では、微小球と抗原抗体を融合した微小球プローブを作製するために、微小球の仕様
を Mie 理論の散乱断面積により選定し、抗体の固定化方法を決定した。選定した PS 微小球
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作製した微小球プローブは強靭性と耐熱性の面で安定する。微小球表面に固定された抗体
の固定化比率は、吸光度測定(λ=280nm)より 30~50%であり、単一微小球に固定化した抗体
の量は 6.935pg~10.806pg と推定した。 
 










第 5 章 微小球の散乱光特性評価 
本章では、蛍光 PS 微小球と通常の PS 微小球を使用し、微小球の表面状態の違いによる散
乱光の共振ピーク波長のシフトを評価した。全反射減衰配置により励起された微小球から
の散乱光スペクトルと、Mie 理論の散乱断面積スペクトルをフィッティングすることで、抗
体 (anti-β-Galactosidase)の厚みを 14nm、酵素 (β-Galactosidase)の厚みを 16nm、屈折率を
1.50~1.56 と算出できた。これらの値はタンパク質の仕様と一致し、微小球に固定化された
抗体層は単一層であることがわかった。また、酵素濃度に対する抗原抗体反応の時間応答よ
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